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(57) Abstract: A method for the modification of cells presenting antigens is disclosed, whereby the antigens from diseased cells, or 
cell components thereof, are transferred to the antigen-presenting cells. The antigen -presenting cells on a solid-phase substrate, or 
in a suspension, are brought into contact with the diseased cells, or cell components thereof, by the exercising of an external force. 
Membrane components with antigens or cell nuclei from the diseased cells are transferred to the antigen-presenting cells and finally 
a separation of the modified cells from the solid-phase substrate, or from the suspension, occurs. 

(57) Zusammenfassung: Es wird cin Verfahren zur Modifizierung von Antigene prasentierenden Zellen beschriebcn, bei dem An- 
tigene von erkrankten Zellen oder deren Zellbestandteilen auf die Antigene prasentierenden Zellen ubertragen werden, wobei die 
Antigene prasentierenden Zellen auf einem Festphasensubstrat oder in einer Suspension mit den erkrankten Zellen oder deren Zell- 
bestandteilen durch Einfuhren in eine gemeinsame Suspension und Ausubung auBerer Krafte in Kontakt gebracht werden, wobei 
Membrankomponenten mit Antigenen ohne Zellkerne von den erkrankten Zellen oder den Zellbestandteilen auf die Antigene pra- 
sentierenden Zellen ubertragen werden und anschlieBend eine Abtrennung der modifizierten Zellen vom Festphasensubstrat oder aus 
der Suspension erfolgt. 
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Verfahren zur Modif izierunq von bioloqischen Zellen 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Handhabung und/oder Behand- 
lung von biologischen und/oder synthetischen Zellen, insbesonde- 
re zur Wechselwirkung von Zellen oder Zellbestandteilen, die An- 
tigene darstellen oder tragen (z. B. Tumorzellen) , und Zellen, 
die Antigene prasentieren (wie z. B. Mast zellen oder dendriti- 
sche Zellen) , Verfahren zur Erzeugung von Verbunden aus Antigene 
prasentierenden Zellen und erkrankten Zellen, z. B. Tumorzellen, 
oder deren .Zellbestandteilen (z. B. Membranteil'en) , Verfahren 
zur Modif izierung von Antigene prasentierenden Zellen, z. B. 
dendritischen Zellen, mit erkrankten Zellen, z. B. Tumorzellen, 
oder deren Zellbestandteilen (z. B. Membranteilen) , Verfahren 
zur passiven Immunisierung oder Impfung von Organismen gegen Er- 
krankungen (z. B. virale oder bakterielle Infektionen, Tumorer- 
krankungen oder dergleichen) , Verfahren zur Behandlung von In- 
fektions- oder Tumorerkrankungen und/oder Verfahren zur Herstel- 
lung von Zusammensetzungen zur passiven Immunisierung oder Imp- 
fung von Organismen gegen Infektions- oder Tumorerkrankungen, 
Vorrichtungen zur Umsetzung der Verfahren, Verwendungen von Vor- 
richtungen zur dielektrophoretischen Manipulierung von Zellen 
zur Modifizierung von Antigene prasentierenden Zellen, insbeson- 
dere dendritischen Zellen oder Mastzellen, und Anwendungen der 
genannten Verfahren. 

Es gibt Versuche, zur Tumorbehandlung einen Organismus einer An- 
regung des Immunsystems zu unterziehen> indem korpereigene oder 
fremde dendritische Zellen mit Antigenen modif iziert und dem Or- 
ganismus zugefuhrt werden. Die dendritischen Zellen wirken als 
immunoaktive Zellen, die in Abhangigkeit von den jeweiligen An- 
tigenen immunostimulierende Eigenschaf ten besitzen. Die Bildung 
und Eigenschaf ten von dendritischen Zellen werden bspw. von K. 
Shortman et al. in „Stem Cells", Band 15, 1997, Seite 409 ff . 



WO 02/04603 PCT/EP01/07789 

2 

beschrieben. Die Modif izierung der dendritischen Zellen mit An- 
tigenen bedeutet, dass die Antigene in die Oberflache der den- 
dritischen Zelle eingebaut werden. Als Antigene werden bspw. be- 
stinunte Modellpeptide (siehe P. Paglia et al. in „Minerva Bio- 
tecnologica", Band 11, 1999, Seite 261 ff.) oder von den jewei- 
ligen Tumorzellen gebildete Antigene verwendet. Zur Beladung der 
dendritischen Zellen mit Antigenen von Tumorzellen sind die fol- 
genden Verfahren bekannt. 

•.V 

Bei dem bspw. von T. H. Scott-Taylor et al. in „Biochimica et 
Biophysica Acta", Band 1500, 2000, Seite 265 ff. beschriebenen 
Verfahren werden Tumorzellen mittels Elektrof usion mit dendriti- 
schen Zellen verschmolzen, die mit den Tumorzellen insbesondere 
die Tumor-Antigene aufnehmen und dadurch eine Anregung des Im- 
munsystems auslosen konnen. Dieses Verfahren besitzt den Nach- 
teil, dass die Elektrof usion ein komplexer Vorgang ist, der eine 
anwendungsspezif ische Optimierung der Fusionsbedingungen erfor- 
dert. Die Elektrof usion von dendritischen. Zellen mit Tumorzellen 
hat ferner den Nachteil, dass die in der Literatur beschriebenen 
Ausbeuten sehr gering sind und dass, bedingt durch die zufallige 
Kombination der Gene der beiden Fusionspartner, Fusionsprodukte 
mit unterschiedlichen Eigenschaf ten entstehen, die nach Ruckgabe 
in den Patienten zu unterschiedlichen Immunreaktionen fiihren 
konnen. Urn nicht den zu behandelnden Organismus noch mit Tumor- 
zellen zu belasten, mtissen die Tumorzellen vor der Elektrofusi- 
on, bspw. mittels radioaktiver Bestrahlung, abgetotet werden. Es 
bleibt jedoch bei den ublichen Bestrahlungsmethoden ein Restri- 
siko, dass Tumor zellen iiberleben und zu Metastasen fiihren. Damit 
besitzen Immunisierungsverf ahren, die auf der Elektrofusion gan- 
zer Zellen beruhen, nur eine eingeschrankte Zuverl^ssigkeit, da 
gewahrleistet sein muss, dass die Tumorzellen alle abgetotet 
sind sowie alle Krankheitserreger, die sich in den Tumorzellen 
befinden, wie z. B. Viren, ausgeschaltet sind. 
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Aus der Publikation von K. Shimizu et al. in „Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA", Band 96, 1999, Seite 2268, ist die Verwendung von Tu- 
morzell-Lysaten zur Modif izierung der dendritischen Zellen be- 
kannt. Die Lysate sind Tumorzellen, die durch einen Einfrier- 
und Auftauvorgang zerstort worden sind. Die Interaktion der 
dendritischen Zellen mit den Lysaten wird durch eine Langzeitin- 
kubation liber rund 20 Stunden induziert. Die Verwendung der Ly- 
sate besitzt neben dem groJien Zeitaufwand auch den Nachteil ei- 
ner eingeschrankten Zuverlassigkeit . Wie bei der Elektrofusion 
ist eine radioaktive Bestrahlung vorgesehen, urn die Gefahr einer 
zusatzlichen Metastasierung zu vermindern. 

Die Erzeugung einer Assoziation aus dendritischen Zellen und Tu- 
mor zellen wird aiuch von C. M. Celluzzi et al. in „The Journal of 
Immunology", Band 160, 1998, Seite 3081 ff . beschrieben. Die As- 
soziation erfolgt entweder durch eine elektrisch stimulierte 
Zellfusion oder durch eine physikalische Wechselwirkung bei ei- 
ner Langzeitinkubation, die zu einer sogenannten Scheinfusion 
(mock fusion) fuhrt. Auch bei diesem Verfahren treten die cje- 
nannten Probleme auf . Die zur Auslosung der Immunreaktion ver- 
wendete Zellassoziation tragt mit dem Zellkern der Tumorzelle 
ein erhebliches Metastasierungsrisiko in sich. AuJierdem erfor- 
dert die Bildung von Scheinfusionen eine zeitaufwendige Koinku- 
bation mit einer Dauer von mehr als zehn Stunden. 

Aus der Publikation von N.-S. Yang et al. ("Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA" Bd. 87, 1990, S. 9568 ff.) ist eine physikalische Me- 
thode zur Einbringung von DNA-Molekiilen mit beschleunigten Fest- 
partikeln (sogenannte Mikroprojektile) in Zellen bekannt. Die 
Mikroprojektile sind beschichtete Gold- oder Wolf rampartikel mit 
einer GroBe von 1 jom. Die DNA wird auf der Partikeloberf lache 
gebunden. Das EinschieBen mit Geschwindigkeiten im Bereich von 
500 nrs" 1 erfolgt unter Verwendung von Druckquellen oder elektri- 
schen Feldern. Dieses Verfahren zur DNA-Transf ektion wird auch 
als biolistischer Partikeleinschufi bezeichnet. 
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Die Aufgabe der Erfindung ist es, neue Verf ahren zur Behandlung 
biologischer Zellen anzugeben, bei dem Zellen miteinander zur 
Wechselwirkung gebracht werden. Es soil insbesondere ein verbes- 
sertes Verfahren zur Modif izierung dendritischer Zellen geschaf- 
fen werden, mit dem die Nachteile herkommlicher Techniken uber- 
wunden werden und das sich durch einen schnellen Verf ahrensab- 
lauf und den Ausschluss eines Metastasierungsrisikos auszeich- 
net. Das erf indungsgemafie Verfahren soli auch in Bezug auf die 
Reproduzierbarkeit der Einstellung von Wechselwirkungsbedingun- 
gen verbessert sein. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, Vor- 
richtungen zur Durchfuhrung des Verfahrens und Anwendungen des 
Verfahrens anzugeben. Es soil ferner ein neues, erweitertes Ver- 
fahren zur Modifizierung von Zellen in Suspensionen geschaffen 
werden. 

Eine erste Grundidee der Erfindung ist es, biologische und/oder 
synthetische Zellen., Zellbestandteile Oder Makromolekule mitein- 
ander zu Wechselwirkungen zu veranlassen, indem die jeweiligen 
Teilchen miteinander in Kontakt gebracht werden, wobei sich die 
zur Wechselwirkung gebrachten Zellen, Zellbestandteile oder Mak- 
romolekule in einem suspendierten Zustand in einer Suspension 
befinden. Es erfolgt eine Modifizierung von dendritischen Zellen 
oder anderen Antigene prasentierenden Zellen mit erkrankten Zel- 
len im suspendierten Zustand. Antigene prSsentierende Zellen und 
erkrankte Zellen oder Zellbestandteile von erkrankten Zellen (z. 
B. Tumorzellen oder Tumorzellbestandteile,. Bakterien, Vi- 
ren/Virenhullen, Stammzellen, Knochenmarkzellen oder Epithelzel- 
len) werden in einer Suspension auBeren Kraften derart ausge- 
setzt, dass die verschiedenen Zelltypen oder Zellbestandteile 
sich gegenseitig beruhren. Der Erfinder hat festgestellt, dass 
eine Beruhrung unter Einwirkung aufierer Krafte ausreicht, um 
ausschliefilich Membrankomponenten mit den Antigenen von den er- 
krankten Zellen oder Zellbestandteilen auf die Antigene prasen- 
tierenden Zellen zu iibertragen. Zellkerne und andere Bestandtei- 
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le der erkrankten Zellen bleiben in der Suspension. Die modifi- 
zierte Antigene prasentierenden Zellen werden von den noch frei- 
en erkrankten Zellen Oder Zellbestandteilen in der Suspension 
getrennt und fur die jeweiligen Anwendung, insbesondere die An- 
regung des Immunsystems eines Organismus, bereitgestellt . Gemafi 
einem bevorzugten Aspekt der Erfindung wird das Verfahren zur 
Erzeugung immunologisch aktiver Zellen, insbesondere immunolo- 
gisch aktiver dendritischer Zellen, verwendet. Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist insbesondere die Modif izierung von 
suspendierten Antigene prasentierenden Zellen, wie T-Zellen, B- 
Zellen oder Mast zellen. 

Unter Wechselwirkung der Zellen oder Zellbestandteile wird all- 
gemein jede Art von mechanischer oder stofflicher oder anderwei- 
tiger Wechselwirkung, insbesondere Wechselwirkungen, bei denen 
eine Substanzttbertragung oder eine Ubertragung von Zellbestand- 
teilen z. B. auf eine dendritische Zelle erfolgen, betrachtet. 
Die Zellen werden durch Bildung chemischer Bindungen oder physi- 
kalischer Assoziationen gekoppelt, so dass sich die Zellmembra- 
nen bertihren. Wenn sich die Zellmembranen beruhren, kommt es zur 
gegenseitigen Wechselwirkung. Es werden bspw. Membranstucke des 
einen Zelltyps auf den anderen Zelltyp tibertragen. 

Eine weitere Grundidee der Erfinddng ist es, biologische 
und/oder synthetische Zellen, Zellbestandteile oder Makromoleku- 
le miteinander zu Wechselwirkungen zu veranlassen, indent die je- 
weiligen Teilchen miteinander in Kontakt gebracht werden, wobei 
sich mindestens eine Gruppe der zur Wechselwirkung gebrachten 
Zellen, Zellbestandteile oder Makromolekiile in einem adharenten 
Zustand auf einem Festphasensubstrat befindet. Das Festphasen- 
substrat wird durch ein planares Substrat, z. B. Substrat mit 
mindestens einer Glas-, Kunststoff- oder Membranoberf lache, oder 
ein partikelformiges Substrat gebildet. Das Festphasensubstrat 
mit den adharenten Zellen wird in eine Fliissigkeit eingebracht, 
in der die jeweils andere Gruppe von Zellen, Zellbestandteilen 
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Oder Makromolekulen suspendiert ist. Die suspendierten Teilchen 
werden in der Suspension aufieren Kraften derart ausgesetzt, dass 
die verschiedenen Zelltypen Oder Zellbestandteile sich gegensei- 
tig beriihren. Die Erfinder haben festgestellt, dass eine Berxih- 
rung unter Einwirkung aulierer Krafte ausreicht, um ausschliefl- 
lich Membrankomponenten mit den Antigenen von den erkrankten 
Zellen oder Zellbestandteilen auf die Antigene prasentierenden, 
z. B. dendritischen, Zellen zu iibertragen. Zellkerne und andere 
Bestandteile der erkrankten Zellen oder Zellbestandteile bleiben 
in der Suspension. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind die 
Antigene prasentierenden Zellen auf dem Festphasensubstrat ge- 
bunden, das in der Suspensionsf ltissigkeit angeordnet ist. Die 
erkrankten Zellen oder Zellbestandteile, von denen Antigene auf 
die adsorbierten Zellen ubertragen werden sollen, werden in die 
Suspension gegeben. Nach der gegenseitigen Wechselwirkung werden 
die modif izierten adsorbierten Zellen von den noch freien er- 
krankten Zellen oder Zellbestandteilen in der Suspension ge- 
trennt und fur die jeweiligen Anwendung, insbesondere die Anre- 
gung des Immunsystems eines Organismus, bereitgestellt . Die 
Trennung erfolgt vorzugsweise durch Entfernung der erkrankten 
Zellen oder Zellbestandteile aus der Suspension oder Oberfuhrung 
des Festphasensubstrats in eine andere Umgebung. Anschliefiend 
werden die modif izierten Zellen yom Festphasensubstrat abgelost. 
Dies erfolgt beispielsweise durch einen enzymatischen Prozess. 
Gemafi einem bevorzugten Aspekt'der Erfindung wird das Verfahren 
zur Erzeugung immunologisch aktiver dendritischer Zellen verwen- 
det. 

Gemafi einer abgewandelten Ausfuhrungsform der Erfindung werden 
die Antigene prasentierenden Zellen mit erkrankten Zellen im ad- 
sorbierten Zustand in Kontakt gebracht f so dass Antigene der er- 
krankten Zellen auf die Antigene prasentierenden Zellen iibertra- 
gen werden. Die Cbertragung der Antigene erfolgt wiederum, indem 



WO 02/04603 PCT/EP01/07789 

7 

Membranbestandteile der erkrankten Zellen an den Antigene pra- 
sentierenden Zellen anhaften oder in deren Membranen eingebaut 
oder aufgenommen werden. 

Ein entscheidender Vorteil der Erfindung besteht darin, dass die 
Modifizierung der Antigene prasentierenden Zellen innerhalb kur- 
zer Zeiten wie bei der herkommlichen Elektrofusion durchgefuhrt 
werden kann, wobei jedoch gegentiber den herkommlichen Fusions- 
oder Scheinfusionstechniken vorteilhafterweise nur Zellbestand- 
teile mit den gewttnschten Antigenen, nicht jedoch ganze Tumor- 
zellen an die dendritischen Zellen angekoppelt werden. Damit 
wird erstmalig das Metastasierungsrisiko bei Anwendung der 
dendritischen Zellen eliminiert. 

Die Bindung der Gruppe der Antigene Ubertragenden Zellen oder 
der Gruppe der Antigene prasentierenden Zellen an ein Festpha- 
sensubstrat besitzt den zusatzlichen Vorteil, dass die Parameter 
der gegenseitigen Wechselwirkung, insbesondere ausgeiibte Krafte, 
Wechselwirkungsdauer, Temperatur, beteiligte Substanzen, mit ho- 
her Genauigkeit, Reinheit und Reproduzierbarkeit eingestellt 
werden kSnnen . 

Als Verfahren zur Kontaktierung und Aneinanderkopplung der Zel- 
len durch Ausubung aufierer Krafte sind alle an sich bekannten 
Verfahren zur Manipulierung von Zellen oder Partikeln verwend- 
bar f wie z. B. die Dielektrophorese, die Sedimentation, die 
Zentrifugation, der hypo-osmolare Schock, die Ausubung von Stro- 
mungskr^ften (z. B. Vermischung und Schtitteln) , Filtertechniken, 
die optische Manipulierung mit Laserpinzetten oder mechanische 
Manipulierung, wie z. B. Partikeleinschluss, und dergleichen. 
Die auBeren Krafte werden so stark eingestellt, dass die Zellen 
auch im aneinanderhaf tenden Zustand bleiben, wenn die Kraftwir- 
kung abgeschaltet oder beendet wird. 
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Zur Modif izierung von Antigene prasentierenden Zellen mit er- 
krankten Zellen oder Zellbestandteilen, wie z. B. Membranvesi- 
keln, die vorteilhaf terweise leicht aus erkrankten Zellen, z. B. 
Tumorzellen, oder Zellbestandteilen oder Partikeln, z. B. Virus- 
hiillen, gewonnen werden konnen, werden beide Zelltypen in einen 
Wechselwirkungsbereich gebracht und dort aufJeren Kraften zur ge- 
genseitigen Kontaktierung ausgesetzt. Die Krafte zur Kontaktie- 
rung werden anwendungsabhangig so lange ausgeubt, bis sich die 
gewunschte chemische oder physikalische Bindung ausgebildet hat. 
Dies wird ggf . durch Beobachtung oder Vermessung der Zellen oder 
des Zellverbundes f estgestellt . 

Es kbnnen gleichzeitig einzelne oder mehrere Zellen beider. Zell- 
typen zur Wechselwirkung gebracht werden. 

Nach der Kontaktierung ist es, in AbhSngigkeit von den spezifi- 
schen Eigenschaften der erkrankten Zellen, unter Umstanden vor- 
teilhaf t, den Einbau der Antigene in den zu modif izierenden Zel- 
len durch einen Feldpuls, der zum reversiblen dielektrischen 
Durchbruch der Membran fiihrt, zu verstarken (z. B. feld-indu- 
zierte Endozytose) . Es wird, z. B. mit einer Elektrodeneinrich- 
tung, wie sie an sich zur Elektroporation von Zellen bekannt 
ist, ein Durchbruchpuls in hypo- oder iso-osmolarer Losung indu- 
ziert. Dies hat den Vorteil, dass Membranbestandteile besonders 
schnell von den zu modif izierenden Zellen aufgenommen werden. 

Gemafi einer weiteren Aus fuhrungs form der Erfindung werden die 
Antigene prasentierenden Zellen mit Zellbestandteilen von er- 
krankten Zellen, insbesondere mit Membranbestandteilen, in Kon- 
takt gebracht, urn die Antigene von diesen zu iibernehmen. Die 
Ubertragung der Antigene erfolgt, indent Membranbestandteile der 
erkrankten Zellen an den Antigene reprasentierenden Zellen an- 
haften oder an deren Membranen eingebaut oder aufgenommen wer- 
den. Hierzu werden die gewiinschten Zellbestandteile zunachst von 
den Kernen und dem Zytoplasma der erkrankten Zellen abgetrennt 
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und dann mit den Antigene prasentierenden Zellen zur Wechselwir- 
kung gebracht. Als Zellbestandteile werden .vorzugsweise Membran- 
bruchstiicke, die sich spontan zu Membranvesikeln formieren, ver- 
wendet . 

GemaJi einem weiteren Gesichtspunkt der Erfindung wird ein Ver- 
fahren zur passiven Immunisierung oder Impfung von Organismen 
gegen Erkrankungen, insbesondere Tumorerkrankungen, bereitge- 
stellt. Zur Umsetzung. des Verfahrens werden allogene, z. B. 
dendritische Zellen, d. h. Zellen von einem anderen (gesunden) 
Menschen, sowie z. B. Tumor zellen des Patienten entnommen f gegen 
den die behandelten Zellen immunologisch aktiviert werden sol- 
len. Die entnommenen Zellen werden einem der genannten Verfahren 
zur gegenseitigen Wechselwirkung unterzogen, so dass die dendri- 
tischen Zellen Tumor-Antigene aufnehmen. Die behandelten dendri- 
tischen Zellen werden anschlieBend dem Probanden (Patienten) 
rtickinjiziert . Als Tumorzellen konnen auch bereits bestrahite 
(abgetotete) Tumorzellen verwendet werden. Eine erf indungsgemafte 
passive Immunisierung kann analog auch gegen bakterielle oder 
virale Infektionen erfolgen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein zellularer Impfstoff, der 
Zellen enthalt, die mit Antigenen von erkrankten Zellen oder 
Zellbestandteilen modifiziert sind. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Vorrichtungen zur Manipulie- 
rung biologischer Zellen. Eine erf indungsgemaBe Vorrichtung ent- 
halt eine Einrichtung zur Lagerung und Zufuhrung von. Zellen oder 
Zellbestandteilen in einen Wechselwirkungsbereich (z. B. Fliis- 
sigkeitsbehalter) , eine Manipulierungseinrichtung im Wechselwir- 
kungsbereich, z. B. ein Mikroelektrodensystem zur dielektropho- 
retischen Manipulierung von Zellen, ggf . eine Mess- und Beobach- 
tungseinrichtung zur Erfassung des Ergebnisses der Zellbehand- 
lung, und eine Extraktionseinrichtung. Zur oben genannten Modi- 
fizierung von Festphasen-adsorbierten Zellen enthalt der Wech- 
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selwirkungsbereich ein Festphasensubstrat far Zellen, die zu mo- 
difizieren sind Oder die der Modif izierung anderer Zellen die- 
nen. 

Die Erfindung wird vorzugsweise zur passiven Immunisierung oder 
Impfung gegen Tumorwachstum angewendet. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden aus der 

".V 

folgenden Beschreibung von Ausfuhrungsbeispielen unter Bezug auf 
die beigefiigten Zeichnungen ersichtlich. Es zeigen: 

Figur 1 eine schematische Illustration der erfin- 

dungsgemafien Modif izierung dendritischer 
Zellen, und 

Figuren 2 bis 4 graphische Darstellungen experimenteller Er- 

gebnisse, die mit erf indungsgemSIJ modifi- 
zierten Zellen erzielt wurden, 

Figur 5 eine schematische Illustration der erfin- 

dungsgemaBen Festphasen-Mo.dif izierung 
dendritischer Zellen, und 

Figur 6 schematische Schnittansichten erf indungsge- 

maJier Vorrichtungen. 

Das Grundprinzip der Erfindung, namlich der Einbau von Antigenen 
in Antigene prasentierende Zellen durch deren Kontaktierung mit 
erkrankten Zellen oder Zellbestandteilen unter Wirkung aulierer 
Krafte, kann jeweils mit dem Ziel einer Immuntherapie mit den 
verschiedensten Typen erkrankter Zellen realisiert werden. Als 
Antigene prasentierende Zellen konnen erf indungsgemafl insbeson- 
dere dendritische Zellen, T-Zellen, B-Zellen oder Mastzellen 
verwendet werden. Die Erfindung wird im folgenden ohne Beschran- 
kung am Beispiel der Modif izierung dendritischer Zellen be- 



WO 02/04603 



11 



PCT/EP01/07789 



schrieben. Als "Antigen" werden hier alle biologischen Molekiile 
verstanden, auf die ein Organismus mit einer Immunantwort rea- 
giert. Die Antigene konnen naturlichen oder artif iziellen Ur- 
sprungs sein. Sie konnen von Zellen, Zellbestandteilen, synthe- 
tischen Teilchen (wie z. B. Membranvesikeln) oder frei aus der 
Suspension auf die zu modif izierenden Zellen iibertragen werden. 
Neben Tumorzellen k6nnen bspw. auch Bakterien, Viren/Virenhul- 
len, Stammzellen, Knochenmarkzellen oder Epithelzellen verwendet 
werden, um Antigene oder Membranbestandteile dieser Zellen auf 
die dendritischen Zellen zu iibertragen. Im Folgenden wird die 
Erfindung ohne Einschrankung in Bezug auf die Modif izierung 
f estphasenadsorbierter, dendritischer Zellen mit Tumorzellen er- 
lautert . 

Des Weiteren ist die Erfindung durch die Ankopplung ganzer er- 
krankter Zellen, die ggf. vorher abgetotet wurden, oder von de- 
ren Membranbestandteilen an die dendritischen Zellen umsetzbar. 
Die Membranbestandteile werden entweder aus den erkrankten Zel- 
len zuerst gewonnen und dann mit den dendritischen Zellen zur 
Wechselwirkung gebracht oder von den erkrankten Zellen wahrend 
der Kontaktierung mit den dendritischen Zellen auf diese iiber- 
tragen. Die Wechselwirkung der dendritischen Zellen mit den er- 
krankten Zellen besitzt den Vorteil eines vereinf achten Verfah- 
rensablaufes, da der Schritt der gesonderten Bereitstellung der 
Membranbestandteile entfallt. Es .miissen jedoch besondere MaBnah- 
men zum Metastasierungs- oder Inf ektionsschutz getroffen werden, 
falls die erkrankten Zellen komplett an die dendritischen Zellen 
angekoppelt werden. Werden die Membranbestandteile gesondert 
prapariert, besitzt dies den Vorteil, dass die modif izierten 
dendritischen Zellen in ihrer Grofie und in ihren f unktionellen 
Eigenschaften kaum verandert sind. Die modif izierten Zellen be- 
wegen sich auf dem Weg zum Lymphknoten und verhalten sich dort 
wie unmodifizierte Zellen. Damit wird die immunstimulierende 
Funktion der dendritischen Zellen im Vergleich zur Zell-Zell- 
Fusion verbessert. Im Folgenden wird ohne Einschrankung vorran- 
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gig auf die Wechselwirkung dendritischer Zellen mit Membranbe- 
standteilen, die gesondert prapariert wurden, Bezug genoitmien . 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung besteht darin, dass die 
frei suspendierten oder an einer Festphase adsorbierten dendri- 
tischen Zellen einerseits und die erkrankten Zellen oder deren 
Zellbestandteile andererseits in einer geme ins amen Suspension 
auiieren Kraften ausgesetzt werden. Dies ermoglicht eine Kurz- 
zeitkontaktierung, die je nach Art der auiieren Kr&fte im Bereich 
von Mikrosekunden oder Millisekunden, wenigen Minuten oder bis 
zu ein bis zwei Stunden liegen kann. Damit wird gegenuber her- 
koiranlichen -Verfahren eine erhebliche Reduzierung der Behand- 
lungsdauer erzielt. Der Anteil der dendritischen Zellen, die die 
Behandlung ohne Funktionseinbuiie uberleben, wird damit erhoht. 
Die Wirksamkeit des erf indungsgemaiien Impfstoffs auf der Grund- 
lage modif izierter dendritischer Zellen wird erhoht. Im Folgen- 
den wird ohne Einschrankung auf die Ausubung von Stromungs kraf- 
ten in der gemeinsamen Suspension, z. B, durch Bewegung des die 
Suspension enthaltenden Gefafies oder anderweitiges Vermischen, 
und/oder elektrischen Kraften Bezug genommen. Die auiieren Krafte 
konnen analog durch die dielektrophoretische Kr&fte, Zentrifuga- 
tionskrafte, optische Krafte und/oder die weiteren f oben genann- 
ten Krafte ausgeubt werden. Dabei sind die entsprechenden, an 
sich bekannten Techniken zur Handhabung von Zellen oder Zellbe- 
standteilen einsetzbar. Vorteilhaf terweise konnen groJSe Zellzah- 
len (10 6 bis 10 8 oder mehr) behandelt werden. 

Figur 1 zeigt zur Illustration des erf indungsgemaiien Verfahrens 
zur Zellmodif izierung in Suspensionen schematisch den Praparati- 
onsschritt 1. zur Herstellung von Membranvesikeln aus Tumorzel- 
len und den Kontaktierungsschritt 2. zur Modif izierung der 
dendritischen Zellen. Im Folgenden wird zunachst der Praparati- 
onsschritt an einem Verf ahrensbeispiel und anschlieBend der Kon- 
taktierungsschritt an verschiedenen Verf ahrensbeispielen erlau- 
tert. 
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1 . Praparationsschritt (Suspensions- oder Festphasenmodif izie- 
rung) 

Beim Praparationsschritt werden Membranvesikel aus Tumorzellen 
durch ein an sich bekanntes Homogenisierungsverf ahren mit an- 
schliefiender Entfernung der Zellkerne hergestellt. Die Verfah- 
rensweise wird bspw. von J. M. Graham et al. in „Molekularbiolo- 
gische Membrananalyse", Spektrum Akademischer Verlag GmbH, . 1998, 
erlautert. 

Die Tumorzellen werden mit einem Glas-Potter homogenisiert . Es 
werden bspw, mit einem ublichen Labor-Potter (Spaltbreite z. B. 
150 pm) 5-ml-Proben mehrfach (z. B. 15-fach) homogenisiert. An- 
schliefiend wird die homogenisierte Suspension zentrif ugiert. Im 
Ergebnis der Zentrif ugation befinden sich die schweren Zellbe- 
standteile, insbesondere die Kerne und Organellen, im Pellet. 
Die Zellbestandteile geringerer Dichte (Membranbestandteile) be- 
finden sich im Uberstand.. Es erfolgt bspw. eine Zentrif ugation 
bei 3500 rpm (2000 ' g) mit einer Dauer von 15 Minuten. Nach der 
Zentrif ugation wird der Uberstand vom Pellet getrennt. Aus den 
Membranbestandteilen bilden sich Membranvesikeln, d. h. ge- 
schlossene, lediglich mit der Suspensionsf lussigkeit gefullte 
Membranhiillen in Kugelform. Die Membranvesikeln besitzen charak- 
teristische Durchmesser von weniger als 1 Jim. In den Membranen 
der Membranvesikeln sind die Tumorantigene mit dem immunstimu- 
lierenden MHCI-Komplex enthalten. Die Vesikelsuspensionen werden 
z. B. als 4-ml-Proben im Kiihlschrank gelagert. Die urspriingliche 
Osmolalitat der Vesikelsuspensionen wird zur Vermeidung einer 
Verletzung der Membranvesikeln durch osmotischen Druck von zu- 
nachst 20 mOsm auf eine hohere Osmolalitat (z. B. 80 mOsm) ein- 
gestellt. Dies erfolgt bspw. mit 10-facher PBS (80 ]il 10-fach 
PBS + 4 ml Vesikelsuspension) . 
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Im Ergebnis des Praparationsschrittes 1. ist der Zellkern von 
den Membranvesikeln getrennt, wie dies in Figur 1 schematisch 
illustriert ist. Die erf indungsgemaBe Modif izierung der dendri- 
tischen Zellen erfolgt vorzugsweise lediglich mit den Membranve- 
sikeln, die die Tumorantigene tragen. 

Fur Analyse- oder Testzwecke (experimentelle Ergebnisse siehe 
unten) kann eine Einfarbung der Membranproteine vorgesehen sein. 
Zur Einfarbung wird zunachst die Tumorzellsuspension mit dem 
Markierungsfarbstof f (z. B. FITC) versetzt. Anschlieiiend erfolgt 
eine Entfernung des ungebundenen Farbstoffes aus der Suspension. 
Die Zellsuspension (1.2 ml, PBS, 1 1 10 7 /ml) wird mit 50 ... 
150 pM FITC (36 pi, Stammlosung 5 mM in DMF) versetzt. Die Far- 
bung dauert bei 37°C rund 5 ... 15 min. Zur Entfernung des unge- 
bundenen Farbstoffes erfolgen mehrere Waschschritte mit einem 
den restlichen Farbstoff bindenden Protein (z. B. mit PBS-BSA, 
20°C, 1 % BSA) , jeweils kombiniert mit Zentrifugationsschritten. 
Anschlieftend erfolgt ein Waschen in einer Puf f erlosung, eine 
Zentrifugation und die Bereitstellung des Pellets mit den Tumor- 
zellen in einem PMSF-Puffer, der hypo-osmolar ist, so dass die 
Tumor zellen anschwellen. Als PMSF-Puffer ist die folgende Zusam- 
mensetzung vorgesehen: 10 mM Tris, 0.5 mM Proteasen-Inhibitor 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) , pH 7.2. 

2 . Kontaktierungsschritt ( Suspensions-Modif izierung) 

Osmotisch-induzierter Einbau der Vesikeln in dendritische Zellen 

Zur Kontaktierung wird zunachst ein Ansatz der dendritischen 
Zellen als Zellsuspension oder als Zellprobe (ohne Suspensions- 
fliissigkeit) bereitgestellt . Der Ansatz wird dann mit der Vesi- 
kelsuspension in eine gemeinsame Suspension uberfiihrt, in der 
die Kontaktierung der Membranvesikeln mit den dendritischen Zel- 
len unter Wirkung aufierer Krafte erfolgt. Die Suspension dendri- 
tischer Zellen kann isoton oder hypoton gebildet sein. Die hypo- 
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tone Suspension wird bevorzugt, da in dieser die dendritischen 
Zellen angeschwollen sind. Die unten erlauterten experimentellen 
Ergebnisse zeigen, dass die angeschwollenen dendritischen Zellen 
mit groflerer Effektivitat mit den Membranvesikeln modif izierbar 
sind. Zur Herstellung der isotonen Suspension wird z. B. eine 
Suspension von 10 6 dendritischen Zellen/ml. (2 ml) zunachst ab- 
zentrifugiert und dann in 5 ml PBS (280 mOsm) gewaschen und dann 
in 100 ]il PBS (280 mOsm) aufgenommen. Zur Herstellung der hypo- 
tonen Suspension werden entsprechend 2 ml der Ausgangssuspension 
abzentrifugiert und dann in 5 ml PBS, verdunnt mit H 2 0 (80 mOsm) , 
gewaschen und dann in 100 \xl hypo-osmolarem PBS (80 mOsm) aufge- 
nommen . 

Die isotone oder hypotone Suspension wird dann mit der Vesikel- 
suspension (2 ml, 80 mOsm) zusammengefuhrt, urn die erf indungsge- 
mafie Modif izierung der dendritischen Zellen mit den Membranvesi- 
keln zu bewirken. Hierzu erfolgt zunachst eine Inkubation bei 
37 °C (10 min) . Anschliefiend erfolgt eine Einstellung der Suspen- 
sion auf einen iso-osmolaren Zustand (z. B. mit 147 pi 10-fach 
PBS auf 280 mOsm) . Dadurch werden die dendritischen Zellen ver- 
kleinert, es entsteht eine unregelmaliig gekrummte Membranober- 
flache, deren Gestalt den Einbau der Membranvesikel in die Memb- 
ran, Endozytosevorgange und ein aufieres Adherieren fordert. Es 
folgt eine Inkubation bei 37 °C fur rund 1.5 ... 2 Stunden. Wah- 
rend dieser Inkubation erfolgt die Modif izierung der dendriti- 
schen Zellen. Die aulieren Krafte werden in Form von Stromungs- 
kraften ausgeiibt. Anschliefiend erfolgt eine Waschung mit PBS 
(280 mOsm) , um die nicht-angekoppelten (noch freien) Membranve- 
sikel zu entfernen. 

Die am Ende vorliegende Suspension enthalt modif izierte dendri- 
tische Zellen als zellularen Tumorimpf stof f (siehe Figur 1, 
links unten) f der die Antigene der Tumorzelle in der Membran di- 
rekt Oder in angehefteten Membranbestandteilen enthalt. 
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Figur 2 illustriert die Fluoreszenzanalyse von gefarbten Zell- 
proben im Vergleich mit ungefarbten Kontrollproben mittels FACS- 
Analyse. Bei den Proben 1 und 3 wurden Suspensionen mit gefarb- 
ten Vesikeln einen isotonen (Probe 1) oder hypotonen (Probe 3) 
Ansatz dendritischer Zellen zugefuhrt. Bei den Kontrollproben 2 
und 4 erfolgte entsprechend eine Zufuhr ungefSrbter Vesikel. Es 
zeigt sich, dass eine stark erhdhte Intensitat der FITO 
Fluoreszenz bei 525 nm der dendritischen Zellen nach der Inkuba- 
tion mit den FITC-markierten Membranvesikeln von Tumorzellen 
(H7-Zellen) . Die Vorbehandlung der dendritischen Zellen mit hy- 
potonem Medium (Probe 3) bewirkt eine erheblich hdhere Inkorpo- 
ration von -Membranvesikeln als die isotone Vorbehandlung (Probe 
1) . Die Kurven der Kontrollproben 2 und 4 zeigen die erheblich 
schwachere Autof luoreszenz der dendritischen Zellen nach Fusion 
mit ungefarbten Vesikeln. 

Eine quantitative Auswertung der Fluoreszenzanalyse wird in Fi- 
gur 3 illustriert. Die FITC-Fluoreszenz wird als Mali fur den 
Einbau der gefarbten Vesikel in die dendritischen Zellen verwen- 
det. Die mit ungefarbten Vesikeln behandelten dendritische Zel- 
len zeigen eine geringfugige Erhohung der Autof luoreszenz. Die 
gefarbten Vesikeln ergeben deutlich erhdhte Fluoreszenzintensi- 
taten, wobei die hypo-osmolare Vorbehandlung der dendritischen 
Zellen eine starkere Fluoreszenz ergibt, die den effektiveren 
Einbau der gefarbten Vesikeln in die dendritischen Zellen besta- 
tigt . 

Elektrisch-induzierter Einbau der Vesikeln in dendritische Zel- 
len 



Beim elektrisch-induzierten Einbau der Vesikeln werden zunachst 
eine isotone oder eine hypotone Suspension dendritischer Zellen 
wie oben beschrieben mit einer Vesikelsuspension zusammengefuhrt 
und fur kurze Zeit (z. B. 5 min) bei Raumtemperatur inkubiert. 
Jeweils 800 yuL der Suspension aus dendritischen Zellen und Vesi- 
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keln werden einem elektrischen Feldpuls ausgesetzt, der die au- ■ 
Keren Krafte zur Modif izierung der dendritischen Zellen bildet. 
Die Parameter des Feldpulses betragen bspw. 1 kV/cm, Dauer: 
20 jis. Zehn Minuten nach Pulsapplikation wurde die Osmolaritat 
der hypotonen Suspension durch Zugabe von 10 x PBS auf 280 mOsm 
eingestellt. Nach der Ausubung der Feldpulse erfolgt eine Inku- 
bation bei Raumtemperatur und anschliefiend zur Regenerierung der 
Zellen eine Inkubation bei 37 °C fur eine Stunde. Schliefilich 

'.V 

wurden die Proben mit PBS (280 mOsm) gewaschen, urn die nicht fu- 
sionierten, freien Vesikeln zu entfernen. 

Die FACS-Analyse der modif izierten dendritischen Zellen ist in 
Figur 4 illustriert. In Figur 4 sind die mittleren FITC-Fluores- 
zenzintensitaten bei 525 nm fur die verschiedenen Proben illust- 
riert. Die linke Saule zeigt die Fluoreszenz ohne Ausubung eines 
Feldpulses. Diese Probe entspricht somit dem oben erlauterten 
Verfahren der osmotisch-induzierten Vesikelinkorporation. Die 
mittlere Saule zeigt ,. dass die Pulsausubung im hypo-osmolaren 
Zustand der Zellsuspension fast eine Verdoppelung des Vesike- 
leinbaus bewirkt. Bei Pulsausubung im iso-osmolaren Zustand 
(rechte Saule) ergibt sich eine weniger starke Zunahme der Fluo- 
reszenz. Dies wird damit erklart, dass die Permeabilitat der 
Membranoberf lache im iso-osmolaren Zustand geringer als im hypo- 
osmolaren Zustand ist. 

Die erfindungsgemafie Zellmodif izierung mit Festphasen-adsor- 
bierten Zellen ist schematisch in den Figuren 5 und 6 illust- 
riert. Zusatzlich zum Praparationsschritt 1. und Kontaktierungs- 
punkt 2. ist ein Trennungsschritt 3. zur Abtrennung z. B. der 
modif izierten dendritischen Zellen vom Festphasensubstrat vorge- 
sehen. Der Praparationsschritt 1. wird nach der oben beschriebe- 
nen Prozedur durchgefuhrt . Die Kontaktierungs- und Trennungs- 
schritte 2. und 3. werden wie folgt realisiert. 
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Kontaktierungsschritt 2 . /Trennungsschritt 3. (Festphasen- 
Modif izierung) 

Zur Kontaktierung wird zunachst ein Festphasensubstrat mit ad- 
sorbierten dendritischen Zellen bereitgestellt . Das Festphasen- 
substrat wird dann mit der Vesikelsuspension in eine gemeinsame 
Suspension uberfuhrt, in der gemafi Figur 5 die Kontaktierung der 
Membranvesikeln mit den dendritischen Zellen unter Wirkung aufle- 
rer Krafte erfolgt. 

Die dem Korper des zu behandelnden Organismus entnommenen 
dendritischen Zellen werden als Monolage oder Submonolage auf 
dem Festphasensubstrat angeordnet. Dies erfolgt durch ein geeig- 
netes Immobilisierungsverf ahren. Die Immobilisierung umfasst 
beispielsweise ein mechanisches Aufbringen der Zellen auf die 
Festphase, gegebenenf alls unter Verwendung von Bindungsschichten 
auf der Festphasenoberf lache. Es k5nnen Zellen durch Unterdruck 
an eine Filtermembran angesaugt werden (analog zur Filtration) . 
Fur die Bindungsschichten werden beispielsweise Fibronection, 
Collagen, Poly-Lysin, Gelatine, Matrigel, FKS (FStales Kalberse- 
rum) oder Alginat verwendet. Als Festphasensubstrat werden z. B. 
Kunststoff- oder Glassubstrate verwendet. Vorzugsweise werden 
die dendritischen Zellen auf mikroporosen Kunststof fmembranen 
immobilisiert . Als Membranen werden beispielsweise PET- oder PC- 
Membranen (Dicken rund 15 bis 25 .pm, Porengrolien rund 0 f "4 bis 1 
pm, Porositat rund 15 bis 20 %) verwendet. Bei diesen Substraten 
uberdeckt jede Zelle im adharenten Zustand vorzugsweise eine Po- 
re, alternativ aber auch mehrere Poren. 

Das Festphasensubstrat wird mit den Zellen in einer erfindungs- 
gemafien Vorrichtung, deren Einzelheiten unten unter Bezug auf 
Figur 6 erlautert werden, in einem Wechselwirkungsbereich ge- 
meinsam mit der Suspension von erkrankten Zellen oder Zellbe- 
standteilen, z. B. den oben erlauterten Membranvesikeln angeord- 
net. Im Wechselwirkungsbereich erfolgt die Obertragung der Anti- 
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gene auf die dendritischen Zellen. Die Ubertragung erfolgt durch 
osmotisch-induzierten oder elektrisch-induzierten Einbau der Ve- 
sikeln in die dendritischen Zellen analog zu den oben in Zusam- 
menhang itiit der Suspensions-Modif izierung beschriebenen Prozedu- 
ren. 

Zur Ausiibung aufierer Krafte in Form von Stromungskraf ten wird 
die Membran mit den dendritischen Zellen und/oder die Suspensi- 

'.V 

onsf liissigkeit im Wechselwirkungsbereich bewegt. Die Bewegung 
erfolgt vorzugsweise derart, dass im Wechselwirkungsbereich nahe 
der Oberflache des Festphasensubstrats turbulente Stromungen 
auftrete'n, .durch die in der Suspension befindlibhe Teilchen mog- 
lichst zahlreich und mit moglichst hohen Kraften gegen das Fest- 
phasensubstrat gestromt werden. 

Beim elektrisch-induzierten Einbau werden z. B. 800 \il der Sus- 
pension mit den Vesikeln und dem eingetauchten Festphasensub- 
strat einem elektrischen Feldpuls ausgesetzt, der die aufieren 
Krafte zur Modif izierung der dendritischen Zellen bildet. Die 
Ausiibung des Feldpulses erfolgt auch hier vorzugsweise mit einer 
Elektrodeneinrichtung der erf indungsgemafien Vorrichtung (siehe 
Figur 6) . Alternativ zur Ausiibung des Feldpulses konnen die Ve- 
sikeln auch dielektrophoretisch an die Festphasen-adsorbierten 
dentritischen Zellen herangefiihrt werden. Die genannten aufieren 
Krafte werden durch die unter Wirkung von hochf requenten elekt- 
rischen Feldefn gebildeten Poiarisationskraf te gebildet. An- 
schliefiend erfolgt eine Waschung mit PBS (280 mOsm) , urn die 
nicht-angekoppelten (noch freien) Membranvesikel zu entfernen. 

Das nun vorliegende Festphasensubstrat tragt modif izierte 
dendritische Zellen, die beim Trennungsschritt 3. zur Bereit- 
stellung des zellularen Tumorimpf stof f s vom Festphasensubstrat 
abgelost werden (siehe Figur 5, rechts unten) . Der Tumorimpf- 
stoff enthalt die Antigene der Tumorzelle direkt in der Membran 
oder in angehefteten Membranbestandteilen. 
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Die Trennung der modif izierten dendritischen Zellen vom Festpha- 
sensubstrat kann durch geeignete, an sich bekannte Abldsetechni- 
ken erfolgen. Es ist beispielsweise moglich, die Trennung durch 
Inkubation in einer hypoosmolaren Pufferlosung oder durch einen 
enzymatischen Abbau durchzufiihren. 

Ausfuhrungsformen einer Vorrichtung zur Festphasen-Modif izierunq 
von Antigene prasentierenden Zellen 

Figur 6 zeigt zwei Ausfuhrungsformen erf indungsgemalJer Vorrich- 
tungen, die sich durch die Art der Kraf tausiibung bei der Wech- 
selwirkung zwischen adsorbierten dendritischen Zellen und den 
suspendierten Teilchen unterscheiden. In beiden Fallen sind die 
dendritischen Zellen 1 auf dem Festphasensubstrat 2 angeordnet, 
das mit einem Rahmen (nicht dargestellt) an einem Trager 3 be- 
festigt ist. Der Trager 3 ist mit einer Halterung so angeordnet, 
dass das Festphasensubstrat 2 in einen Fltissigkeits- oder Sus- 
pensionsbehalter (z. B . Kiivette 4) hineinragt. 

Zur Ausubung von Stromungs kraf ten ist eine Schwenkeinrichtung 5, 
mit der der Trager 3 beweglich ist r und/oder eine Ruhreinrich- 
tung 6, 1 vorgesehen, mit der die Suspensionsf lussigkeit 8 im 
Innern der Kiivette 4 beweglich ist. Die Rtihreinrichtung 6, 1 
wird beispielsweise durch einen magnetischen Riihrer gebildet. 

Zum elektrisch induzierten Einbau der Vesikeln in die adsorbier- 
ten dendritischen Zellen ist gemafi dem unteren Teil von Figur 6 
eine Elektrodeneinrichtung 9, 10 im Innern der Kiivette 4 vorge- 
sehen. Die Elektrodeneinrichtung besteht beispielsweise aus me- 
tallischen Beschichtungen (z. B. aus Platin) , die auf der Innen- 
seite der Kiivette 4 angeordnet und elektrisch mit einer Steuer- 
einrichtung (nicht dargestellt) verbunden sind. Das Festphasen- 
substrat 2 mit den Zellen 1 ragt in den Zwischenraum zwischen 
den Elektroden 9, 10, der mit der Suspensionsf lussigkeit 8 ge- 
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fiillt ist. Der Trager 3 liegt auf dem oberen Rand der Kuvette 4 
auf. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung ist des weiteren mit Fliissig- 
keitszufuhreinrichtungen, Temperierungseinrichtungen und Manipu- 
lator en ausgestattet, die anwendungsabhSngig vorgesehen und in 
Figur 6 nicht dargestellt sind. Die erf indungsgemafie Vorrichtung 
kann auch als Durchfluss system gebildet sein, in dem laufend ei- 
ne Modif izierung. von Zellen gemaft dem erf indungsgemalien Verfah- 
ren unter standiger Zufiihrung von erkrankten Zellen oder Zellbe- 
standteilen oder Antigene prasentierenden Zellen erfolgt. 

Zur Zellmodif izierung in Suspensionen ist die Vorrichtung ent- 
sprechend ohne das Festphasensubstrat aufgebaut. 

Wichtige Merkmale der Erfindung sind im Folgenden zusammen- 
gefasst: 

a) Die Erfinder haben f estgestellt, dass eine passive Immunisie- 
rung oder Impfung sich liberraschenderweise ohne Fusion von 
dendritischen Zellen mit erkrankten Zellen erreichen lasst. Es 
ist ausreichend, wenn eine Kontaktierung der Zellen bewirkt 
wird. Eine enge Kontaktierung zwischen Zellen beider Zelltypen 
lasst sich durch chemische Verbindungen oder durch physikalische 
Krafte wie z. B. Dielektrophorese, Zentrifugation,. Filtertechni- 
ken, usw. f mit besonderem Vorteil erreichen f wenn die dendriti- 
schen Zellen sich in einem adsorbierten Zustand auf einem Fest- 
phasensubstrat befinden. Die Kontaktierung ist vorzugsweise. so 
durchzufuhren, dass bei Abschalten der mechanischen bzw. elekt- 
rischen Krafte die kontaktierten Zellen sich nicht voneinander 
losen. 

b) Es reicht bereits aus, wenn die Merabran der Tumor zellen in 
einen engen physikalischen oder chemischen Kontakt mit den 
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dendritischen Zellen gebracht wird bzw. wenn bestrahlte (abgeto- 
tete) Tumor zellen verwendet werden. 



c) Besonders vorteilhaft ist es, die Kontaktierung liber Die- 
lektrophorese in Mikrostrukturen durchzufiihren. Dies besitzt 
insbesondere den Vorteil, dass in Mikroelektrodensystemen lokal 
hohe Felder erreicht werden. 

d) Es ist vorteilhaft , eine Aufnahme von adherierenden Tumor- 
membranstucken in die dendritischen Zellen vorzusehen und diese 
durch die Verwendung von stark hypo-osmolaren Losungen zu erho- 
hen. Dies ergibt sich daraus f dass ggf . nach tfbertragung in iso- 
osmolaren Losungen eine Endozytose beobachtet wird. Die Verwen- 
dung iso-osmolarer Losungen ist grundsatzlich jedoch auch mog- 
lich. 

e) Besonders vorteilhaft ist es, eine f eld-induzierte Endozytose 
auszulosen. Dies bedeutet, dass nach physikalischer oder chemi- 
scher Kontaktierung ein Durchbruchpuls in hypo-osmolarer Losung 
induziert wird. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Modif izierung von Antigene prasentierenden 
Zellen, bei dem Antigene von erkrankten Zellen auf die Antige- 
ne prasentierenden Zellen iibertragen werden, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antigene prasentierenden Zellen mit den erkrankten Zellen 
oder deren Zellbestandteilen durch Einfiihren in eine gemeinsa- 
me Suspension und Ausiibung aufierer Krafte in Kontakt gebracht 
werden, wobei Membrankomponenten mit Antigenen ohne Zellkerne 
von den erkrankten Zellen oder den Zellbestandteilen auf die 
Antigene prasentierenden Zellen iibertragen werden und eine Ab- 
trennung der modif izierten, Antigene prasentierenden Zellen 
von freien erkrankten Zellen oder Zellbestandteilen in der 
Suspension erfolgt. 

2. Verfahren gemali Anspruch 1, bei dem die Antigene prasen- 
tierenden Zellen und die erkrankten Zellen in die gemeinsame 
Suspension frei suspendiert eingefuhrt werden. 

3. Verfahren gemSii Anspruch 1,. bei dem die Antigene prasen- 
tierenden Zellen auf einem Festphasensubstrat angeordnet und 
die erkrankten Zellen oder deren Zellbestandteile frei suspen- 
diert in die gemeinsame Suspension eingefuhrt werden, wobei 
nach der Obertragung der Membrankomponenten eine Abtrennung 
der modif izierten Zellen vom Festphasensubstrat erfolgt. 

4. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem die Antigene prasentierenden Zellen mit den erkrankten 
Zellen oder den Zellbestandteilen durch Ausiibung von Stro- 
mungskraften, z. B. Riihren oder Schiitteln, dielektrophoreti- 
schen Kraften, Zentrifugationskraften, Filtertechniken, Sedi- 
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mentation, hypo-osmolaren Schock und/oder optischen Kraften 
und chemischen Bindungen in Kontakt gebracht werden., 

5. Verfahren gemafi Anspruch 2, bei dem die Antigene prasen- 
tierenden Zellen mit den erkrankten Zellen oder den Zellbe- 
standteilen durch Einpipettieren in die Suspension und Erzeu- 
gung der Stromungskraf te durch Durchmischen in Kontakt ge- 
bracht werden. 

6. Verfahren gemafi einen der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Suspension in einer isotonen Losung gebildet wird. 

7. Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 bis 5, bei dem die 
Suspension in einer hypotonen Losung gebildet wird. 

8. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem die Antigene prasentierenden Zellen und die erkrankten 
Zellen oder die Zellbestandteile einer Feldbehandlung unterzo- 
gen werden. 

9. Verfahren gemafi Anspruch 8, bei dem die Feldbehandlung die 
Ausiibung mindestens eines elektrischen Hochspannungspulses 
und/oder die Ausiibung von Polarisationskraf ten unter Wirkung 
von Dielektrophorese umfasst. 

10. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Zellbestandteile Membranvesikeln umfassen, die aus 
Membranstiicken der erkrankten Zellen gebildet sind. 

11. Verfahren gemafi Anspruch 10, bei dem die Membranvesikeln 
durch Homogenisierung und Zentrifugation der erkrankten Zellen 
erzeugt werden. 
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12. Verfahren gem&Ii einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem. die Antigene prasentierenden Zellen dendritische Zellen, 
T-Zellen, B-Zellen oder Mastzellen umfassen. 

13. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die erkrankten Zellen oder Zellbestandteile Tumorzellen, 
Epithelzellen, Stammzellen, Knochenmarkzellen oder Virushullen 
umfassen. 

14. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem eine Kurzzeitkontaktierung der dendritischen Zellen mit 
den erkrankten Zellen oder deren Zellbestandteilen erfolgt. 

15. Verfahren gemali Anspruch 1, bei dem mindestens eine Zell- 
spezies mit aulieren Kra'ften zu der anderen Spezies bewegt 
wird, bis sie sich gegenseitig beruhren. 

16. Verfahren gemali Anspruch 1, bei dem die aulieren Kraften so 
ausgeiibt werden, dass die Zellen aneinandergedruckt werden. 

17. Verfahren gemali Anspruch 1, bei dem zwischen den Antigene 
prasentierenden, insbesondere dendritischen, Zellen und den 
erkrankten Zellen oder deren Zellbestandteilen ein Austausch 
von Substanzen oder Zellbestandteilen stattfindet. 

18. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem eine mit einem elektrischen Feld induzierte Endozytose er- 
folgt. 

19. Zellularer Tumor impfstoff, der Antigene prasentierende 
Zellen enthalt, die nach einem Verfahren gemali einem der vor- 
hergehenden Anspriiche modifiziert worden sind. 

20. Zellularer Tumorimpf stof f , der Antigene prasentierende 
Zellen enthalt, in deren Zellmembranen Antigene oder Antigen- 
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tragende Meinbrankomponenten von erkrankten Zellen, insbesonde- 
re Tumorzellen, eingebaut sind. 

21. Vorrichtung zur Modif izierung von Antigene prasentierenden 
Zellen, insbesondere dendritischen Zellen, mit erkrankten Zel- 
len oder deren Zellbestandteilen, die umfasst: 

- eine Einrichtung zur Bildung einer Suspension, in der die 
Antigene prasentierenden Zellen und die erkrankten Zellen oder 
deren Zellbestandteile angeordnet sind, 

- eine Einrichtung zur Ausiibung auiierer Krafte zur Kontaktie- 
rung der Suspensionsbestandteile, und 

- eine Extraktionseinrichtung zur Gewinnung der modif izierten, 
Antigene prasentierenden Zellen. 

22. Vorrichtung gemali Anspruch 21, bei der die Einrichtung zur 
Bereitstellung der Suspension einen Suspensionsbehalter um- 
fasst . 

23. Vorrichtung gemali Anspruch 1, bei der ein Festphasensub- 
strat zur Aufnahme von adharierten Antigene prasentierenden 
Zellen vorgesehen ist, das mit einem Trager (3) in einem Flils- 
sigkeitsbehalter (4) zur Aufnahme einer Suspension erkrankter 
Zellen oder deren Zellbestandteile angeordnet ist. 

24. Vorrichtung gemali einem der Anspruche 21 bis 23, die eine 
Homogenisierungs- und Zentrif ugationseinrichtung zur Erzeugung 
kernfreier Membranvesikeln der erkrankten Zellen aufweist. 

25. Vorrichtung gemafi einem der Anspruche 21 bis 24, bei der 
die Einrichtung zur Ausubung auBerer Krafte eine Schwenkein- 
richtung (5) zur Bewegung des Tragers (3) relativ zum Fliissig- 
keitsbehcilter (4) und/oder eine Riihreinrichtung (6, 7) um- 
fasst . 
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26. Vorrichtung gemafi einem der Anspruche 21 bis 24 , bei der 
die Einrichtung zur Ausubung aufierer Krafte eine Elektroden- 
einrichtung zur Ausubung eines elektrischen Feldpulses im In- 
nern des Fliissigkeitsbehalters (4) umfasst. 
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